杀伤细胞免疫球蛋白样受体（killer cell immunoglobulin-like receptor, KIR）基因分布于自然杀伤细胞（NK细胞）和T细胞表面。KIR基因数目在不同个体不同种族之间有差异，这种差异促使不同的个体可以表现为不同的单倍型。在中国汉族人群KIR基因型以A/A和Bx基因型中的A/B最为常见，单倍型A与单倍型B的比例约为3∶1[@b1]，并且与其他种族相比我国汉族人群Bx基因型的分布有其特点[@b2]。以往国内外的研究都集中于KIR基因多态性和基因型在种族间的差异[@b3]。我们对正常造血干细胞供者KIR基因型、单倍型分布进行了研究，并从KIR/HLA受配体模式角度分析了抑制性KIR3DL1的表达，以便进一步研究KIR3DL1基因在无关供者造血干细胞移植预后评估中的作用。

材料和方法 {#s1}
==========

1．研究对象：92份正常人群新鲜外周血标本来源于中华骨髓库（CMDP）造血干细胞无关供者，其中供受者HLA全相合65份，供受者HLA-7/10、HLA-8/10、HLA-9/10相合27份。

2．KIR和HLA基因分型的检测：采用美国Promega公司的试剂盒抽提DNA。采用序列特异性引物聚合酶链反应（PCR-SSP）方法进行KIR基因分型（试剂为美国Invitrogen公司产品）。采用Sequence-base typing（SBT）方法进行HLA-A、B、C、DRBl、DQBl高分辨基因分型。

3．KIR3DL1膜蛋白表达水平的检测：采用流式细胞术直接标记抗体法检测KIR3DL1膜蛋白表达水平，在移植当天留取供者外周血干细胞采集物后进行细胞计数，采用流式细胞术和CD3、CD56、CD159和CD158e单抗检测NK细胞表面抑制性KIR3DL1的表达。根据NK细胞表面标志，CD3^−^CD56^+^细胞群设门，进而对NKG2A^+^的NK细胞设门，分析KIR3DL1的表达。分析1×10^6^个细胞中阳性细胞数目，以荧光抗体染色阳性细胞百分率记录分析结果。

4．KIR基因单倍体分型：A单体型：包含多种iKIR如KIR2DL1、KIR2DL3、KIR2DL4、KIR3DL1、KIR3DL2、KIR3DL3和仅有一种aKIR（KIR2DS4）的组合；B单体型：包含KIR2DS1、KIR2DS2、KIR2DS3、KIR2DS5、KIR3DSl多种aKIR的组合。KIR A/A基因型仅包含A单体型，KIR A/B基因型同时包含A单体型和B单体型，KIR B/B基因型仅包含B单体型，A/B基因型和B/B基因型合称为Bx基因型。

5．KIR受配体缺失模式：HLA-B位点根据氨基酸的不同分为BW4和BW6两类，其中KIR3DL1识别HLA-BW4配体。当HLA-B位点的配体为BW4/BW4纯合或BW4/BW6杂合时，KIR3DL1能够完全识别HLA-B配体，这两种情况称之为KIR3DL1识别组。而当HLA-B配体等位基因表达为BW6/BW6时，KIR3DL1完全不能识别HLA-B配体，即形成KIR3DL1不识别组。

6．统计学处理：采用SPSS19.0软件进行数据分析。两组之间KIR3DL1表达水平的比较采用Mann-Whitney *U*检验。率的比较采用卡方检验。以*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．KIR基因型分析：92例健康供者KIR基因分型结果显示：4种框架基因3DL3、3DP1、3DL2、2DL4的基因表型频率均为100%，基因频率均为1。12种KIR基因的表型频率：2DS2与2DL2均为19.57%，2DS5为26.08%，2DS3为26.09%，2DS1为41.30%，2DL5为46.74%，3DS1为93.48%，3DL1为94.57%，2DL1与2DL3均为97.83%，2DS4为94.57%，2DP1为97.83%，KIR3DL1的表型频率为94.57%。KIR3DL1基因在A/A以及A/B中均存在，在B/B中除BB15以外，BB1、BB11、BB16均不存在KIR3DL1基因。

2．KIR基因单倍体分析：92例健康供者中KIR-A/A为43例（46.74%），KIR-A/B 43例（46.74%），KIR-B/B 6例（6.52%）。单倍体KIR-A/B：A/B1 17例（18.48%），A/B2 9例（9.78%），A/B3 7例（7.61%），A/B4 2例（2.17%），A/B5 3例（3.26%），A/B9 1例（1.09%），A/B10 2例（2.17%），A/B16 1例（1.09%）。另有1例KIR基因型为Bx20而未能分析单倍型。单倍体KIR-B/B：B1/B2 3例（3.26%），B2/B13、B3/B10、B10/B12各1例（1.09%）。

3．KIR基因着丝粒端和端粒端分析：KIR3DL1基因分布于19号染色体的端粒端，在A单倍型中均存在；在B单倍型中，除B3、B4、B16存在KIR3DL1外，余均无KIR3DL1基因表达。在92例正常供者中单倍型A与B1构成基因型Bx1，单倍型A与B2构成基因型Bx2，单倍型A与B3构成基因型Bx3，单倍型A与B4构成基因型Bx4。在单倍型B中B1、B2、B16着丝粒端无抑制性KIR2DL2分布，其余着丝粒端均存在抑制性KIR2DL2分布。因此，在研究KIR3DL1的表达时需要区分是否同时存在KIR2DL2的基因。92例造血干细胞供者KIR基因单倍型分布见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 92例正常造血干细胞供者KIR基因单倍型分布

  亚型   例数   频率    着丝粒端   端粒端                                                                                        
  ------ ------ ------- ---------- -------- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ----
  A1     98     0.540   \+         −        −    \+   −    −    −    \+   \+   \+   \+   \+   −    −    −    −    −    \+   −    \+
  A2     30     0.160   \+         −        −    \+   −    −    −    \+   \+   \+   \+   \+   −    −    −    −    −    −    \+   \+
  B1     20     0.110   \+         −        −    \+   −    −    −    \+   \+   \+   \+   −    \+   \+   −    \+   \+   −    −    \+
  B2     13     0.070   \+         −        −    \+   −    −    −    \+   \+   \+   \+   −    \+   \+   \+   −    \+   −    −    \+
  B3-1   6      0.040   \+         \+       \+   −    −    −    −    −    −    \+   \+   \+   −    −    −    −    −    \+   −    \+
  B3-2   2      0.010   \+         \+       \+   −    −    −    −    −    −    \+   \+   \+   −    −    −    −    −    −    \+   \+
  B4-1   2      0.010   \+         \+       \+   −    \+   \+   −    \+   \+   \+   \+   \+   −    −    −    −    −    \+   −    \+
  B5     3      0.020   \+         \+       \+   −    −    −    −    −    −    \+   \+   −    \+   \+   −    \+   \+   −    −    \+
  B9     1      0.005   \+         −        \+   −    \+   \+   −    −    −    \+   \+   −    \+   −    −    −    −    −    −    \+
  B10    4      0.021   \+         \+       \+   −    −    −    −    −    −    \+   \+   −    \+   \+   \+   −    \+   −    −    \+
  B12    1      0.005   \+         \+       \+   −    \+   −    \+   −    −    \+   \+   −    \+   \+   −    \+   \+   −    −    \+
  B13    1      0.005   \+         \+       \+   −    \+   −    \+   −    −    \+   \+   −    −    −    −    −    \+   −    −    \+
  B16    1      0.005   \+         −        −    \+   −    −    −    \+   \+   \+   \+   \+   \+   −    −    −    −    \+   −    \+

注：+：对应基因阳性；−：对应基因阴性；频率=该单倍型阳性例数/总体单倍型例数

4．供体KIR/HLA受配体模式分析：KIR3DL1识别配体组（HLA-BW4/BW4纯合组、HLA-BW4/BW6杂合组）共71例（81.61%），其中BW4/BW4纯合组12例（13.79%）、BW4/BW6杂合组59例（67.81%），KIR3DL1不识别配体组（HLA-BW6/BW6纯合组）16例（18.39%）。在92例正常供者中以HLA-B配体为BW4/BW6杂合组为主，且其百分率与BW4/BW4纯合组、BW6/BW6纯合组所占的百分率比较差异有统计学意义（*P*\<0.001）。

5．流式细胞术检测KIR3DL1在KIR基因型的表达：在KIR-A/A、KIR-A/B及BB15基因型均有KIR3DL1表达。在KIR-A/A基因型中有43例KIR3DL1阳性表达，中位表达水平为18.77%（3.11%\~49.24%）。在KIR-A/B及BB15基因型中有44例KIR3DL1阳性表达，中位表达水平为13.14%（3.50%\~42.50%）。在KIR基因型为B/B中有5例KIR3DL1低表达，中位表达水平为0.37%（0.20%\~2.60%）。基因型为KIR-A/A组的KIR3DL1表达水平显著高于KIR-A/B组和KIR-B/B组，三者之间的表达水平差异均有统计学意义（*P*值分别为0.039、\<0.001、\<0.001）。

6．KIR3DL1在着丝粒端KIR2DL2基因存在与否的表达水平：KIR-Bx中3DL1阳性表达人群（44例）划分为着丝粒端2DL2阳性组（16例，16.3%）和2DL2阴性组（28例，30.4%），其中着丝粒端2DL2阳性组KIR3DL1中位表达水平为13.70%（3.90%\~42.50%），着丝粒端2DL2阴性组KIR3DL1中位表达水平为11.20%（3.50%\~36.08%）。在KIR-A/A组KIR3DL1的表达水平\[18.77%（3.11%\~49.24%）\]高于KIR-Bx基因型且着丝粒端2DL2阴性组\[11.20%（3.50%\~36.08%）\]（*P*=0.019），与着丝粒端2DL2阳性组\[13.70%（3.90%\~42.50%）\]比较差异无统计学意义（*P*=0.185）。

7．KIR3DL1识别不同HLA-B位点的表达水平：KIR3DL1识别HLA-BW4/BW4纯合组和HLA-BW4/BW6杂合组共71例（77.17%），KIR3DL1中位表达水平为17.61%（1.40%\~49.24%）；KIR3DL1不识别组（HLA-BW6/BW6纯合组）16例（17.39%），KIR3DL1中位表达水平为10.60%（3.50%\~18.56%），识别组KIR3DL1表达水平高于不识别组（*P*=0.006）。

讨论 {#s3}
====

KIR3DL1框架基因位于人类19号染色体（19ql3.4）的LRC区，从5′-启动子到3′-UTR区全长序列约为14 000 bp。KIR3DL1是NK细胞表面重要的抑制性受体基因，特异性识别HLA-B位点的BW4配体结合后传递抑制信号，抑制NK细胞的杀伤作用。现有研究证实iKIR表达水平的高低是反映NK细胞潜在活性高低的重要指标，称之为iKIR对NK细胞的教育过程[@b4]--[@b7]。在正常生理下iKIR在体内占主导地位，当iKIR缺乏HLA配体或MHC-Ⅰ类分子表达下调时，iKIR无法与其形成受配体，此时，aKIR则被激活，从而促使NK细胞产生杀伤功能，消除包括白血病细胞、病毒等外源性物质[@b7]。本研究中KIR3DL1基因频率与国内既往研究[@b8]--[@b9]以及日本人群[@b10]、高加索人[@b11]相似，而与非洲裔美国人[@b12]有很大区别。KIR3DL1表型频率为94.57%，与文献[@b8]--[@b11]报道结果一致，无偏态分布，其HLA-B配体为BW4/BW6杂合组为主，其百分率与BW4/BW4和BW6/BW6纯合组相比差异均有统计学意义，并且还发现识别自身HLA-BW4配体的供体3DL1表达水平显著高于不识别自身配体组。因此，本实验结果提示不仅要从基因型，还要从KIR/HLA受配体的角度分析KIR3DL1的表达。

国外学者在KIR3DL1的细胞膜表达水平相关研究中发现不同的KIR3DL1等位基因表达的蛋白水平存在差异。Gardiner等[@b13]研究发现KIR3DL1各等位基因在细胞膜上表达水平由高到低依次为：KIR3DL1\*01502\>\*020\>\*001\>\*007\>\*005。以往研究结果显示，通过DX9和Z27单克隆抗体与NK细胞受体作用，检测到不同的KIR3DL1等位基因转录翻译的蛋白水平CD158e平均荧光强度也存在差异[@b14]--[@b15]，分为①低表达组：包括KIR3DL1\*028和KIR3DL1\*053；②中表达组：KIR3DL1\*005、KIR3DL1\*006、KIR3DL1\*007；③高表达组：KIR3DL1\*001、KIR3DL1\*002、KIR3DL1\*003、KIR3DL1\*008、KIR3DL1\*015、KIR3DL1\*020；④不表达组：KIR3DL1\*004。Gibels等[@b16]的研究了显示造血干细胞移植供者NK细胞表面KIR3DL1的表达水平为18%，我们研究的KIR3DL1膜蛋白总体表达结果与此一致。目前国内尚无正常供者KIR3DL1蛋白水平表达的参考标准，本研究显示KIR3DL1的表达水平在不同基因型中存在差异；在KIR-A/A组KIR3DL1的表达水平\[18.77%（3.11%\~49.24%）\]高于KIR-Bx基因型且着丝粒端2DL2基因阴性组\[11.20%（3.50%\~36.08%）\]（*P*=0.019）；KIR3DL1识别组的表达水平\[17.61%（1.40%\~49.24%）\]高于不识别组\[10.60%（3.50%\~18.56%）\]（*P*=0.006）。据此，我们推测NK细胞上存在多个iKIR基因共同影响NK细胞的功能，后续将联合研究NK细胞表面iKIR基因共同表达水平对造血干细胞移植预后的影响。

本实验内容阐述了KIR3DL1基因型、单倍型以及蛋白表达之间的关系，发现在正常供者中KIR基因型以及KIR/HLA受配体模式均影响KIR3DL1的表达水平，而膜蛋白的表达是基因发挥作用的关键。因此，除分析KIR3DL1在正常供者NK细胞表面的表达水平，从基因型及单倍型、KIR/HLA受配体角度分析KIR3DL1的表达水平是有必要的，NK细胞KIR受体在不同造血干细胞移植类型中均存在影响[@b17]--[@b18]。本研究结果对分析KIR3DL1在造血干细胞移植后的重建以及动态水平的变化提供了实验依据。
